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(57) Abstract 

The present invention concerns single-strand antisense nucleic acids complementing a region of an mRN A of a human RAS oncogene 
with localized mutation, comprising between 8 and 20 nucleotides and a group of the formula -(CHR)n-OH in position 3* and/or 5\ in 
which n is an integer between 1 and 20 inclusive and R is a hydrogen atom or an OH group. 



(57) Abreg* 

La presente invention conceme des acides nuclliques antisens simple-brin complCmentaircs d'une region d'un ARNm d*un oncogene 
ras humain poitant une mutation ponctuelle, comprenant 8 a 20 nucleotides et un groupement de formule -(CHR)n-OH en 3* et/ou en 5\ 
dans laquelle n repnfsente un nombre entier compris entre I et 20 incius, et R represent* un atome d'hydrogene ou un groupe OH. 
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NnrivFAirx antisens BEIGES contre ras. 

PREPARATION p T I ITTLISATIONS 
La presente invention concerne des acides nucleiques antisens diriges contre 
les ARN messagers des oncongenes ras, leur preparation et leur utilisation, 
5 notamment pour le traitement des maladies tumorales. Elle concerne egalement les 
compositions pharmaceutiques comprenant lesdits acides nucleiques antisens, 
eventuellement adsorbes, inclus ou encapsules dans des nanoparticules. Elle conceme 
plus particulierement des acides nucleiques antisens modifies capables d'inhiber . 
specifiquement l'expression des oncogenes ras mutes. 
10 Differents genes, appeles oncogenes et genes suppresseurs, sont impliques 

dans le contrdle de la division cellulaire. Panni ceux-ci, les genes ras, et leurs produits 
generalement designes proteines p21, jouent un role de dans le controle de la 
proliferation cellulaire chez tous les organismes eucaryotes ou ils ont ete recherches. 
Notamment, il a ete montre que cenaines modifications specifiques de ces proteines 
1 5 leur font perdre leur fonction normale et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi, 
un grand nombre de tumeurs humaines ont ete associees a la presence de genes ras 
modifies, et en particulier de genes ras possedant des mutations ponctuelles, le plus 
souvent sur les positions 12, 13 et 61. De meme, une surexpression des proteines p21 
peut conduire a un dereglement de la proliferation cellulaire. La comprehension du 
20 role exact de ces proteines p21 dans les cellules, et la mise au point de methodes 
permettant d'inhiber leur activite dans les cellules tumorales constituent done un enjeu 
majeur pour l'approche therapeutique du cancer. 

Une des approches proposees dans 1'art anterieur pour inhiber ractivhe des 
oncogenes ras reside dans Utilisation d'oligonucleotides antisens. La regulation de 
25 l'expression de gene-cibles au moyen d'oligonucleotides antisens consthue en eflFet une 
approche therapeutique en developpement croissant. Cette approche repose sur la 
capacite des oligonucleotides a sTiybrider specifiquement a des regions 
complementaires d'un acide nucleique, et a inhiber ainsi specifiquement l'expression de 
genes determines. Cette inhibition peut intervenir soit au niveau traductionnel 
30 (oligonucleotide anti-sens) soit au niveau transcriptionnel (oligonucleotide anti-gene). 
Plus particulierement, les acides nucleiques anti-sens sont des sequences nucleiques 
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capables de s'hybrider selectivement avec des ARNs messager cellulaires-cible, pour 
inhiber leur traduction en proteine. Ces oligonucleotides forment avec l'ARNm-cible, 
de maniere locale, des regions double-brin, par interaction de type Watson-Crick 
classique. II peut s'agir par exemple ^oligonucleotides synthetiques, de petite taille, 

5 complementaires d'ARNm cellulaires, et qui sont introduits dans les cellules-cible. De 
tels oligonucleotides ont par exemple ete decrits dans le brevet n° EP 92 574. D peut 
egalement s'agir de genes anti-sens dont Pexpression dans la cellule-cible genere des 
ARN complementaires d'ARNm cellulaires. De tels genes ont par exemple ete decrits ' 
dans le brevet n° EP 140 308. 

10 Cependant l'utilisation in vivo d'acides nucleiques antisens diriges contre les 

genes ras se heurte a un certain nombre de difficultes qui limitent jusqu'a aujourd'hui 
leur exploitation therapeutique. Tout d'abord, les acides nucleiques presentent une 
grande sensibilite a la degradation par des enzymes de l'oiganisme, telles que les 
nucleases, ce qui implique l'emploi de doses importantes. De plus, ils ont une faible 

15 penetration dans certains types cellulaires et une distribution intracellulaire souvent 
inadequate, ce qui les rend sans effet therapeutique. Enfin, il est important de pouvoir 
disposer de sequences suffisament selectives et stables pour obtenir un effet specifique 
sans alterer d'autres fonctions cellulaires. 

Pour tenter de resoudre certains de ces problemes, il a ete propose de 

20 modifier chimiquement le squdette phosphodiester des acides nucleiques, pour donner 
lieu a de nouvelles classes ^oligonucleotides artificiels. Parmi ceux-ct, on peut citer 
les oligonucleotides phosphonates, phosphotriesters, phosphoramidates et 
phosphorothioates qui sont decrits, par exemple, dans la demande de brevet 
WO94/08003, les oligonucleotides couples a differents agents tels que du cholesterol, 

25 un peptide, un polymere cationique, etc. Toutefois, si certains de ces composes 
modifies presentent une bonne resistance aux nucleases, leur pouvoir de penetration et 
de distribution dans les differents compartiments cellulaires reste tres faible. De plus 
leur activite biologique n'est generalement pas augmentee et ils presentent certains 
effets secondaires lies a la presence de motifs non-naturels dans leur structure. 

30 La presente invention offre une solution particulierement avantageuse a ces 

problemes. La presente invention fournit en effet de nouveaux acides nucleiques 
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antisens diriges contre ras, presentant une modification chimique particuliere. De 
maniere particulierement avantageuse, les antisens selon Invention presentent non 
seulement une resistance elevee aux nucleases, mais egalement une bonne penetration 
cellulaire suivie d'une repartition appropriee dans les cellules, une tres haute selectivity 
5 vis-a-vis de leur cible, et forment des complexes paniculierement stables avec leur 
cibles. 

Un premier objet de la presente invention reside dans un acide nucleique 
antisens simple-brin complementaire d'une region d'un ARNm d'un oncogene ras * 
humain portant une mutation ponctuelle, caracterise en ce qu'il comprend 8 a 20 

10 nucleotides et un groupement de formule -(CHR)n-OH en 3' et/ou en 5\ dans laquelle 
n represente un nombre entier compris entre 1 et 20 inclus, et R represente un atome 
dtiydrogene ou un groupe OH , R pouvant varier d'un groupement (CHR) a un autre. 

De maniere surprenante, la demanderesse a maintenant montre qu'il 6tait 
possible d'obtenir in vitro des efifets antiproliferatifs selectifs en utilisant des acides 

15 nucl&ques antisens courts modifies chimiquement par adjonction d'un groupement 
- (CHR)n-OH en 3* et/ou en 5\ Les resultats presentes dans les exemples montrent en 
outre que les antisens ainsi obtenus possedent une resistance accrue vis-a-vis des 
nucleases et une activity biologique superieure. En outre ils n^nduisent aucune 
cytotoxicite apparente et sont depourvus d'eflfets secondaires importants. Les resultats 

20 obtenus confirment que ces proprietds sont tout a fait inattendues dans la mesure ou 
les antisens de Tinvention sont actife a des concentrations jusqu'a 500 fois inferieures a 
celles nicessaires pour d'autres types d'antisens (cholesterol, polymery etc) y compris 
les oligophosphodiesters naturels. 

Comme indique ci-avant, le groupement de formule -(CHR) n -OH peut etre 

25 couple en 3\ en 5 1 ou en 3 1 et en 5* de Tadde nucleique antisens. D'une maniere 
generate, Tantisens et le groupe -(CHR) n -OH sont synthetises separement, puis 
assembles par reaction chimique classique. Une methode pour le couplage du 
groupement -(CHR) n -OH dans chacune de ces positions est donnee dans les 
exemples. 

30 Preferentiellement, dans la fonnule -(CHRJn-OH, n est un nombre entier 

compris entre 3 et 12 inclus. Des resultats particulierement interessants ont ete 
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obtenus avec des antisens modifies par un groupement dodecanediol (n=12), 
propanediol (n=3), dimethyl- 1.3 -propanediol (n=5), ou glycerol (n=3). 

Les acides nucleiques utilises dans le cadre de la presente invention ont une 
longueur comprise avantageusement entre 8 et 20 nucleotides. La demanderesse a en 
5 effet montre qu'il etait plus avantageux pour obtenir un effet selectif combine a une 
bonne stabilite, d'utiliser des oligonucleotides relativement courts. Comme illustre 
dans les exemples, la selectivity de l'acide nucleique antisens anti-ras est 
particulierement importante lorsque l'oligonucleotide possede une longueur inferieure. 
a 14 bases. II est done particulierement avantageux d'utiliser des acides nucleiques de 
10 taille comprise entre 8 et 13 bases. Encore plus preferentiellement, les acides 
nucleiques utilises dans le cadre de la presente invention ont une longueur comprise 
entre 10 et 13 nucleotides. Des resultats particulierement avantageux ont ete obtenus 
avec des acides nucleiques de 12 nucleotides. A titre d'exemple, on peut citer les 
acides nucleiques antisens de sequence SEQ ID n° 1 (AS2); SEQ ID n° 10 (AS4); 
1 5 SEQ ID n° 14 ou SEQ ID n° 15 qui possedent des proprietes tout a fait remarquables. 
Les antisens modifies suivants sont tout particulierement preferes au sens de la 
presente invention : AS2-3'ml20H; 5-ml20H-AS2; AS2-3'm30H; 5'm30H-AS2; 
5 t ml20H-AS2-3'ml20H, AS4-3'ml20H; 5'ml20H.AS4; AS4-3'm30H; 5'm30H- 
AS4 et ymttOH-AS^'mUOH AS2-3'Glycerol ; AS4-3' Glycerol. 
20 Dans un mode de realisation particulierement prefere de l'invention, les 

acides nucleiques utilises sont choisis de sorte que la mutation ponctuelle ciblee sur 
1'oncogene ras soit localisee au centre de la region complementaire. La demanderesse 
a en effet montre qu'il etait particulierement avantageux que l'acide nucleique antisens 
utilise soit centre autour de la mutation ciblee. Comme illustre dans les exemples, 
25 lorsque l'acide nucleique est centre sur la mutation, une inhibition selective de 100% 
est obtenue, alors que ceUe-ci n'est que de 50% lorsque la mutation est decalee 
seulement de 2 bases. Ces resultats particulierement surprenants permettent, pour une 
region cible donnee, de preparer des acides nucleiques antisens beaucoup plus 
efficaces. 

30 Par ailleurs, pour ameliorer encore I'efficacite therapeutique des antisens de 

l'invention, d'autres modifications chimiques peuvent etre combinees a la presence du 
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groupe (CHRfo-OH. En particulier, la combinaison avec un agent intercalant, tel 
l'acridine, permet d'augmenter encore les potentialites des antisens (Cf exemples). 
L'agent intercalant peut etre introduit au sein de I'antisens ou a l'une des extremites, 
ou aux deux. Des resultats particulierement avantageux ont ete obtenus avec un 
5 antisens modifie par un groupement acridine en 5' et en 3' (Acr-ASml20H). La 
synthese de cet oligonucleotide a ete realisee par couplage dans un premier temps du 
groupement dodecanediol en 3' selon les techniques illustrees dans les exemples, puis 
du groupement acridine en 5' selon les techniques decrites par Helene dans les 
demandes EP 1 17777 et EP 169787 par exemple, ou selon tout autre protocole connu 

10 de Fhomme du metier, n est egalement possible de coupler d'abord le groupement 
acridine puis ensuite le groupement dodecanediol. 

Dans un mode de realisation particulier de 1'invention, les acides nucleiques 
antisens peuvent etre adsorbes, inclus ou encapsules dans des nanoparticules. Les 
nanoparticules utilisables dans le cadre de la presente invention peuvent Stre toute 

IS particule de petite dimension, g6n6ralement inftrieure a 500 nm, constitute de 
polymere(s) biocompatible(s), capable de transporter ou de vectoriser un principe 
actif dans les cellules ou dans la circulation sanguine. Preferentiellement, les 
nanoparticules selon 1'invention sent constitutes par des polymeres comportant une 
majorite de motifs degradables tels que Facide polylactique, tventuellement 

20 copolymerise a du polyethylene glycol, ou les cyanoacrylates d'alkyfe. D'autres 
polymeres utilisables dans la realisation de nanoparticules ont ete decrits dans Tart 
anterieur (voir par exemple EP 275 796 et EP 520 889). A thre rfexemple, on peut 
utiliser des nanoparticules constituees de polymeres de cyanoacrylates tfalkyle (telles 
que decrits dans le brevet europeen EP 0 007 895 et le brevet fran?ais 8 08172) ou de 

25 polymeres de Tacide lactique ou de copolymeres de l'acide lactique et de Facide 
glycolique (telles que decrites par G. Spenlehauer et coll., J. Control. Release, (1988), 
7, 217-229; EP 520888; EP 520 889). 

Les nanoparticules selon Tinvention possedent generalement un diametre 
moyen de Tordre de 50 a 500 nanometres. De preference, les nanoparticules utilisees 

30 dans le cadre de la presente invention ont un diametre moyen de Tordre de 150 
nanometres. 



PCI7FR96/00652 

WO 96/34008 



D'un interet tout particulier sont les nanoparticules obtenues par 
polymerisation des cyanoacrylates de methyie, d'ethyle, d'isobutyle ou d'isohexyle ou 
celles obtenues par copolymerisation de l'acide lactique et de l'acide glycolique. 

Par aweurs, prealablement a leur encapsulation, les acides nucleiques de 
5 l'invention sont generalement associes a des composes hydrophobes cationiques. 
L'emploi de tels composes permet en effet de faciliter ^association des acides 
nucleiques avec les nanoparticules. Plus particulierement, les composes hydrophobes 
cationiques utilises dans les compositions selon l'invention permettent de former des 
paires d'ions entre les derives phosphores charges negativement de la chaine nucleique 
10 et les cations hydrophobes et tfaugmenter ainsi le caractere lipophile et I'adsorption 
des acides nucleiques aux nanoparticules. DHine maniere generate, les composes 
hydrophobes cationiques utilisables dans la preparation des compositions selon 
l'invention sont choisis parmi les halogenures de tetraphenylphosphonium, de 
preference le chlorure; les sels d'ammonium quaternaires, choisis plus particulierement 
15 parmi les halogenures de trimethylalkylammonium tels que les chlorures ou les 
bromures de dodecyltrimethylammonium, de tetradecyltrimethylammomum, 
d'hexadecylrimethylammonium ou de cetyltrimethylammonium; les amines grasses. 
teUes que la D.L-dihydrosphingosine p,L-dihydroxy-l,3 amino=2 octadecane), ou les 
oligopeptides, tels que la polyh/sine et les oligopeptides de fontiule (LKKL)n, 
20 (LKLK)n ou (LRRL)n. De maniere particulierement avantageuse, on utUise dans le 
cadre de l'invention d'un sel d'hexadecylrimethylammonium ou un oligopeptide. 

Les compositions nanoparticulaires selon l'invention peuvent etre obtenues 
par toute methode permettant d'adsorber, d'inclure ou d'encapsuler un acide 
nucleique, associe ou non a un compose hydrophobe cationique, dans une 

25 nanoparticule. 

Generalement, les compositions nanoparticulaires selon l'invention peuvent 

etre obtenues : 

- par mise en presence de l'acide nucleique et eventuellement du compose hydrophobe 
cationique avec les nanoparticules dans des conditions qui permettent une retention 
30 (ou une absorption) forte de l'acide nucleique sur les nanoparticules et une atteinte 
facile des cellules cibles, 
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- soit par mise en presence de l'acide nucleique et eventuellement du compose 
hydrophobe cationique avec les unites monomeres, suivie d'une polymerisation, 
• soit par mise en presence de Pacide nucleique et eventuellement du compose 
hydrophobe cationique avec le polymere au cours de la polymerisation c'est-a-dire 
5 apres le demarrage de la polymerisation mais avant Tachevement de celle-ci. 

De preference, les compositions selon l'invention sont obtenues par 
adsorption, inclusion ou encapsulation sur les nanoparticules deja formees. 

Les nanoparticules de polycyanoacrylates d'alkyle peuvent etre preparees 1 
dans les conditions decrites dans le brevet europeen EP 0 007 895 et le brevet fran$ais 
10 81 08172 et celles (facide polylactique-polyglycolique dans les conditions decrites par 
G. Spenlehauer et coll., J. Control Release, (1988), 7, 217-229. 

L'adsorption des l'acide nucleique complexes ou non par les composes 
hydrophobes cationiques sur les nanoparticules est generalement effectuee en agitant 
une suspension de nanoparticules avec Pacide nucleique complexe par le compose 
1 5 hydrophobe cationique dans des conditions d&erminees. 

Les nanoparticules ainsi transformees sont generalement separees par 
filtration ou centrifiigation et sont utilisees pour, preparer des compositions 
pharmaceutiques therapeutiquement utiles. 

Generalement, l'adsorption est effectuee en milieu aqueux dont le pH est 
20 tamponne a une valeur voisine de 7. 

Comme tampon peut etre utilise le tampon TRIS-HCL 

Par ailleurs pour stabiliser la suspension, il peut etre utile d'operer en 
presence d*un agent stabilisant tel qu*un copolymere synthetique de polyoxyethylene- 
polyoxypropylene non ionique comme le poloxamer 188 ou un polyoxyethylene. Cet 
25 agent stabilisant permet en particulier de reduire les phenomenes rfadhesion entre 
particules conduisant a la formation d'agregats. 

L'adsorption est generalement eflFectuee a une temperature voisine de 20 C C et 
la reaction est terminee apres quelques heures d'agitation. 

II est particulierement avantageux d'utiliser, au debut de Toperation 
30 d'adsorption, une concentration en nanoparticules comprise entre 0,5 et 50 mg/cm3 et 
de preference voisine de 1 mg/cm3. 
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La concentration en acides nucleiques est generalement comprise entre 0,01 
et 500 nM. La concentration choisie en acide nucleique depend essentiellement de la 
concentration en nanoparticules et de la concentration finale desiree 

Par ailleurs, pour augmenter I'adsorption des acides nucleiques sur les 
5 nanoparticules, U peut-etre avantageux d'operer en presence d'un exces de compose 

hydrophobe cationique. 

D'une maniere generale, l'efficacite d'adsorption des acides nucleiques aux 
nanoparticules depend essentiellement de la longueur de la chaine nucleotidique et de . 
la densite des charges a la surface des particules. 
10 Un autre objet de l'invention concerne les compositions pharmaceutiques 

comprenant un acide nucleique antisens tel que defini ci-dessus, en association avec 
un ou plusieurs diluants ou adjuvants pharmaceutiquement acceptables. Lantisens 
peut etre encapsule ou non, etant entendu que meme sous forme libre, il presente des 
proprietes antiproliferatives in vivo tout a fait remarquables. Les compositions selon 
15 l'invention peuvent etre uulisees in vitro, ex vivo ou in vivo. In vitro, elles peuvent 
pennettre de transferer a des lignees ceUulaires des acides nucleiques antisens, par 
exemple dans le but d'etudier la regulation des proteines ras et la voie de signalisauon 
ras-dependante. Ex vivo, elles peuvent etre utilises pour le transfert therapeuttque 
d'acides nucleiques antisens anti-ras dans une cellule issue d'un organisme, en vue de 
20 conferer a ladite ceUule une resistance aux oncogenes ras, avant sa readrninistration a 
un organisme. In vivo, elles peuvent etre utilises pour radministration directe d'acides 
nucleiques antisens anti-ras. En particulier, une administration intra-tumorale est tout 
a fait avantageuse puisqu'elle permet de delivrer efficacement et localement la 
composition active. De preference, les compositions pharmaceutiques de l'invention 
25 contiennent done un vehicule pharmaceu-tiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection intratumorale. II peut s'agir en particulier de 
solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, 
qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettenrkr 
constitution de solutes injectables. 
30 Les compositions selon l'invention etant capables de moduler l'activite des 

proteines ras oncogenes, elles permettent d'inhiber le processus de developpement et 
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peuvent ainsi etre utilisees pour le traitement de differents cancers. De norabreux 
cancers ont en effet ete associes a la presence de prottines ras oncogeniques. Parmi 
les cancers renfermant le plus souvent des genes ras mutes, on peut titer notamment 
les adenocartinomes du pancreas, dont 90% ont un oncogene Ki-ras mute sur le 

5 douzieme codon (Almoguera et coll., Cell 52 (1988) 549), les adenocartinomes du 
colon et les cancers de la thyrotde (50%), les cancers de la vessie (40%, voir Altishi 
et al., Int. J. One. 4 (1994) 85) ou les carcinomes du poumon et les leucemies 
myeloides (30%, Bos, J.L. Cancer Res. 49 (1989) 4682). 

La presente invention sera decrite plus en detail avec les exemples qui 

10 suivent, qui doivent etre considSres comme illustrates et non limitatifs. 
Legende des figures 

Figure 1 : Position sur leur tible (A) et efficatite dliybridation (B) des antisens 1-5, 
mesuree par I'induction d'une coupure de TARN tible pour la RNase H. Position sur 
15 leur tible (C) et efficatite d'hybridation (D) des antisens R1-R8 mesuree comme en 
(B). 

Matirieis et Mfthodes 

Svnthese des acides nucleiques antisens simple-brin 
20 Les differents acides nucleiques utilises ont ete synthetises en utilisant un 

synth&iseur automatique en phase solide (Applied Biosystems, Forster city, CA) 
selon la chimie des phosphoramidites. Les acides nucleiques ont ensuite &e precipites 
deux fois a l'ethanol, laves en presence de 75% d'ethanol, puis mis en solution dans 
1'eau. 

25 Clivaee par la RNase H 

Les experiences de clivage par la RNase H a partir d'extraits nucleaires de 
cellules HeLa (HeLa Scribe, Nuclear extract, Promega) ont ete realisees dans le 
melange reactionnel (25 \xl) contenant 40 mM Tris pH 7,9; 100 mM KC1; 2 mM 
MgC12; 0,8 nl d'extrait nucleaire de HeLa, 2ug d'ADN transporteur, 4 nM d'ARNm 

30 ras sauvage ou mute et 5 uM de chaque acide nucleique a tester. Les reactions ont ete 
realisees sans pre-melangeage de I'ARNm et de l'acide nucleique a tester Apres 
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traitement au phenol et precipitations, les produits de clivage par la RNase H ont ete 
analyses par electrophorese sur gel de sequencage polycarylamide (6%). Les gels ont 
ensuite ete autoradiographes, et la quantite de materiel intact et de produit de clivage 
a ete determinee par densitometrie. 
S T i qnees cellu laires utilisees 

- HBLIOO : lignee cellulaire epitheliale humaine accessible a I'ATCC 

- HBLlOOrasl : Cette lignee derive de la lignee mammaire humaine HBLIOO par 
transformation avec un plasmide P SV2 portant l'oncogene Ha-Ras humain EJ/T24. • 
Cette lignee exprime la forme sauvage de Ha-ras, ainsi que la forme portant la 

10 mutation ponctuelle G -> U en position 12, codant pour l'acide amine valine au lieu 
d-une glycine (Ha-ras VAL12 (Lebeau et al., Oncogene 6 (1991) 1 125). 

- HBLlOOneo : Cette lignee derive egalement de la lignee mammaire humaine 
HBLIOO, par transformation avec un plasmide pSV2 temoin. Cette lignee exprime 
done uniquement la forme sauvage de Ha-ras. 

15 Preparation des nanoparticules 

- Nanoparticules de polyisohexylcyanoacrylate : Une suspension 
nanoparticulaire a ete preparee par addition, sous agitation magnetique, delOO plitre 
d'isobutylcyanoacrylate ou d'isohexylcyanoacrylate a un milieu de polymerisation 
compose d'acide chlorhydrique (1 mM, pH = 3 ou 10 mM, pH = 2) et de 1 g/100 cm3 
de dextran. La polymerisation des monomeres cyanoacryliques s'effectue 
spontanement a une temperature voisine de 20°C. La polymerisation est totale apres 2 
heures en utilisant l'isobutylcyanoacrylate et apres 6 heures en utiUsant 
l'isohexylcyanoacrylate. Apres neutralisation, 0,4 g/100 cm3 de poloxamer 188 est 
ajoute pour stabiliser les nanoparticules. 
25 - Nanoparticules d'acide lactique-acide glycolique 10 mg/cm3 d'un 

copolymere d'acide lactique-acide glycolique contenant 75 % d-unites lactiques D et L 
et 25 % d'unites glycoliques sont mis en suspension dans un milieu contenant 10 mM 
de TRIS-HC1 a pH = 7 et 0,5 % de lecithine. Apres 12 heures d'incubation, les 
nanoparticules peuvent etre separees de la suspension. 
30 Enca psulation 6 ™ acides nucleiones dans les nanopanicules 



20 



WO 96/34008 PCT/FR96/00652 

11 



Les nanoparticules preparees ci-dessus a une concentration de 0,5 mg/cm3 
sont incubees avec 500 ^M d'acide nucleique, 500 \xM de cation hydrophobe (par 
exemple le CTAB), dans un tampon Tris-HCl (10 mM, pH = 7) sans chlorure de 
sodium (Chavany et al, Pharmaceutical Res. 9 (1992) 441). Apres 6 a 8 heures 
5 d'incubation, les nanoparticules peuvent etre separees de la suspension ou bien la 
suspension peut etre utilisee, apres dilution, pour tester I'efficacite de Tacide nucleique 
adsorbe sur les cellules appropriees. 

Generalement, quelques \il de la suspension dilute (environ 100 fois dans • 
Teau distillee) sont ajoutes & 100 jxl du milieu de culture contenant les cellules, le 
10 nombre de \xl ajoutes etant calcule pour obtenir la concentration souhaitee en acide 
nucleique. 

Exemples 

15 Exemple 1 : S election de l'antisens 
1. 1. Effet de la longueur 

Cet exemple montre que la longueur peut avoir un impact important a la fois 
sur la selectivity et sur Taffinh^ de 1'antisens et que, contrairement a la tendance 
generale, Utilisation d'antisens de taille limitee offire des avantages tres importants. 
20 Les antisens suivants ont ete synth^tis^s : 

• S'-CACACCGACGGC (SEQ ID n° 1) - 12 mer 

- 5'-CACACCGACGGCG (SEQ ID n° 2) - 13 mer 

- S'-CACACCGACGGCGC (SEQ ID n° 3) - 14 mer 

- S'-CACACCGACGGCGCC (SEQ ID n° 4) - 15 mer 
25 - 5'-CCACACCGACGGCGCC (SEQ ID n° 5) - 16 mer 

La position de ces antisens vis-a-vis de la sequence cible (SEQ ID n° 6) est 
presentee sur la figure 1A. Les antisens correspondants diriges contre le messager de 
ras normal ont ggalement ete synthetises. 
30 Ces differents antisens ont ete incubes en presence d'extraits nucleaires de 

cellules HeLa, et leur capacite a hybrider avec le messager de ras mute a ete 
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determinee par clivage par la RNase H comme decrit dans les materiels et methodes 
Les resultats obtenus sont presentes sur la figure IB. Us montrent que les antisens 
AS-Val produisent deja une reponse maximale. lis montrent egalement qu'un signal 
non-selectif important apparait des que la longueur de 1'antisens depasse 13 
5 nucleotides. Ces resultats montrent done que le meilleur rapport selectivite/affinite est 
obtenu avec les antisens de 12 ou 13 mer. 

1 .2. Effet de la position 

Cet exemple montre que, en plus de la longueur, la position de 1'antisens par 
10 rapport a sa sequence cible est importante. 

Les antisens 1 2-mer suivants ont ete synthetises : 

- S'-TGCCCACACCGA (Rl : SEQ DD n°7) 

- S'-GCCCACACCGAC (R2 : SEQ ID n° 8) 

- 5'-CCACACCGACGG (R3 : SEQ ID n° 9) 
15 - 5-CACACCGACGGC (R4 : SEQ ID n° 1) 

- S'-CACCGACGGCGC (R5 : SEQ ID n° 10) 

- 5'-CCGACGGCGCCC (R6 : SEQ ID n° 1 1) 

- 5'-GACGGCGCCCAC (R7 : SEQ ID n° 12) 

- S'-ACGGCGCCCACC (R8 : SEQ ID n° 13) 

20 

La position de ces antisens vis-a-vis de la sequence cible (SEQ ID n° 6) est 
presentee sur la figure 1C. Ces differents antisens ont ete incubes en presence 
d'extraits nucleaires de cellules HeLa, et leur capacite a hybrider avec le messager de 
ras mute a ete determinee par clivage par la RNase H comme decrit dans les materiels 
25 et methodes. Les resultats obtenus sont presentes sur la figure ID. lis montrent que 
les antisens centres autour de la region mutee de la sequence cible (R4 et R5) ont la 
meilleure selectivity vis-a-vis de l'ARN de l'oncogene mute, bien qu'ils n'aient pas 
l'efficacite la plus grande. 

Esgnqpie 2 Prp ra r a tinn de 5'-HOrCH,yrAr ACC GACGGC fS'-m n QH = AS21 
30 2.1) l-Dimethoxytrityl-l 1 12-dodecanediol(Dmt-0-(CH2-)i20 H ) 
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A une solution de 1,12-dodecanediol (15 mmoles) et de N-ethyl- 
dimethylamine (6 mmoles) dans 20 cm3 de pyridine anhydre, on ajoute a une 
temperature voisine de 20°C et sous agitation du chlorure de dimethoxytrityle 
(3 mmoles) puis continue 1'agitation pendant 2 heures a une temperature voisine de 
5 20°C. Au melange reactionnel on ajoute 30 cm3 d'une solution aqueuse 
d'hydrogenocarbonate de sodium a 5 % puis on extrait le produit avec du 
dichloromethane. La phase organique est sechee sur sulfate de sodium. Apres 
filtration et concentration a sec sous pression reduite, le produit obtenu est purifie par * 
chromatographic sur gel de silice en eluant avec un melange dichloromethane- 
10 methanol (97-3 en volumes). On obtient ainsi, avec un rendement de 75 %, le 
Dmt-0(CH2)i20H dont les caract&istiques sont les suivantes : 
Rf * 0,65 (Kieselgel 60F 254 Merck ; dichloromethane-methanol (9-1 en volumes) 

OCH 2 CH 2 CN 

2) Dmt-0-(CH 2 -) 12 0-P^ 

NOPr^ 

Le compose Dmt-0-(CH 2 -) j 2 OH obtenu precedemment (1,2 mmole) est 
15 seche par co-evaporation sous pression reduite avec de la pyridine anhydre puis il est 
maintenu sous pression reduite pendant une nuit. On solubilise le produit dans une 
solution de dimethylethylamine (0,44 g) dans du dichloromethane (8 cm3) puis on 
ajoute lentement, sous atmosphere d'argon et sous agitation, du 2-cyanoethyl-N,N- 
diisopropylamino-chloro-phosphhe (0,7 g, 3 mmoles). Apres 30 minutes de reaction, 
20 on ajoute au melange reactionnel 50 cm3 d'acetate d'ethyle, puis on lave la solution 
organique avec une solution aqueuse a 10 % d'hydrogenocarbonate de sodium (2 fois 
80 cm3) et enfin avec une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium (20 cm3). 
La phase organique est sechee sur sulfate de sodium. Apres filtration et concentration 
a sec sous pression reduite, le produit est chromatographic sur une colonne de gel de 
25 silice en eluant avec un melange d'acetate d'ethyle et de triethylamine. On obtient ainsi 
avec un rendement de 80 % le 
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OCH 2 CH 2 CN 

Dmt-0-(CH r ) j jO-P^ dont les caracteristiques sont les suivantes 

N(iPr) 2 

Rf = 0,73 et 0,8 (stereoisomeres) (Kieselgel 60F 254 Merck ; acetate d'ethyle- 

triethylamine (9-1 en volumes). 

2.3) On realise l'assemblage du dodecadesoxynucleotide selon la methode au 

5 phosphoramidite sur un synthetiseur d'ADN en utilisant le desoxycytidine CPG (10 
umoles) et 50 umoles de desoxyribonucleoside-3'-(2-cyanoethyl)-. ' 
diisopropylaminophosphoramidite par cycle. Apres detritylation le support est traite 
pendant 10 minutes sous atmosphere d'argon avec une solution du phosphoramidite 
prepare selon l'exemple 2.2 (1 cm3 0,1M dans I'actonhrile) et de tetrazole (3 cm3 
10 0.5M dans l'acetonitrile). Apres eUmination de la phase liquide, le support est ensuhe 
traite avec 10 cm3 dhine solution d'iode [0.01M d'iode dans le melange acetonitrile- 
eau - coUidine (65-30 en volumes)]. On isole le support puis on le traite avec une 
solution d'ammoniaque concentre pendant 7 heures a 55°C. Apres avoir elimine le 
support par filtration, la solution est evaporee a sec sous pression reduite puis le 

15 residu est traite, pendant 30 minutes a une temperature voisine de 20°C, avec de 
l'acide acetique. On elimine i'acide aceuque par evaporation sous pression reduite. Le 
produit obtenu est purine par FPLC. U temps de retention du produit purtfie est 
donne dans le tableau I. 

Exemelg 3 - Proration de ^r ^rArrGArnfir^CH. \ T OH (AS2-3'-m n Qm 
20 3-1) l-Dimethoxytrityl-12-succinyl-l, 12-dodecanediol 

Dmt-O^CHj^^O-C-CHj-CHj-COH 
O O 

On fait reagir, a une temperature voisine de 20°C, sous agitation, pendant 
18 heures, une solution du produit prepare selon l'exemple 2.1 (2 mmoles), de 
dimethylaminopyridine (1,1 mmole) et d'anhydride succinique (1,6 mmole) dans la 
25 pyridine anhydre (4 cm3). On elimine la pyridine sous pression reduite. Le residu 
obtenu est repris avec 15 cm3 de dichloromethane puis la solution organique est lavee 
avec une solution aqueuse d'acide citrique a 10 % (2 fois 10 cm3) puis avec de l'eau. 
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La phase organique est s6chee et evaporee. Le residu qui est seche sous pression 
reduite presente les caracteristiques suivantes : 

Rf = 0,5 [Kieselgel 60F 254 Merck ; dichloromethane-methanol (9-1 en volumes)]. 

2) Dmt.O-(CH2-) 12 0-C-CH2-CH2-CNH(CH2)3-Fractosil 500 

O O 

A une solution de produit prepare selon l'exemple 3.1 (0,5 mmolej dans un 
melange p.dioxane/pyridine (95-5 en volumes ; 2,1 cm3) on ajoute sous agitation a 
une temperature voisine de 20°C, une solution de dicyclohexylcarbodiimide (1,25 » 
mmole) dans 300 tititre de p.dioxane. On continue ('agitation pendant une heure & une 
temperature voisine de 20°C, on elimine la dicyclohexylurte par filtration. La solution 
obtenue est traitee par 1,5 g d'aminopropyl-Fractosil 500 en suspension dans la 
dimethylformamide et 0,38 cm3 de triethylamine pendant 18 heures a une temperature 
voisine de 20°C. Le support est isole par filtration puis lave avec de Tacetonitrile et 
s€chi sous pression reduite. La capacite du support obtenu est determinee par dosage 
spectrophotometrique de la quantite de cations dimethoxytrityles liberee par un 
traitement acide d'un echantillon du support sec. En general le support possede une 
capacite de 70 jimoles/g. Afin d'ac&yler les fonctions amines residuelles, le support 
est repris dans 6 cm3 de pyridine et traite par 0,6 cm3 d'anhydride acetique en 
presence de 30 mg de 4-dimethjdarainopyridine. Apres une heure de reaction, le 
support est isole par filtration, lave au dicbloromethane, au methanol et i Father puis 
seche sous pression reduite. 

3-3) En utilisant le support prepare selon 1'exemple 3.2 (10 pmoles), 
Tassemblage de la sequence du dodecamere est realise automatiquement sur syntheti- 
seur selon la methode au phosphoramidite par Tintermediaire de desoxyribonucleo- 
side-3 v -(2-cyano6thyl)-dusopropylaminophosphoramidite (50 ^moles par cycle). La 
deprotection et la purification du dodecamere sont realisees selon les conditions 
decrites dans 1'exemple 2.3. Le temps de retention du produit purifie est donne dans le 
tableau I. 

E xemple 4 - Preparation de 5, (CCACACCGA) 3 p(CH2)i20H 

En operant comme dans 1'exemple 3 on a obtenu le nonanucleotide (SEQ ID 
n° 14) dont le temps de retention est donne par le tableau I. 
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Fxemole 5 : Preparation de HO(CH 2 )l2P d^CACACCGACGGCp'p-CCH^uOH 
(5'ml20H-AS2-3'ml20F). 

En operant comme dans I'exemple 2 et en remplacant le desoxycytidine CPG 
par le support prepare selon I'exemple 3 on prepare le dodecamere substitue en 3* et 
en 5' par le groupe (CFtynOH. Le tableau 1 donne le temps de retention du produit 
purifie. 



TABLEAU 1 



Exemple 


Temps de retention 




(minutes) * 


2 


20,4 


3 ! 


20,1 


4 


19,2 1 


5 


23,2 



10 * FPLC : colonne Mono P HR 5/5 (Pharmacia) ; 

solvant A : 0,01 M NaH2P(>4 dans le melange acetonitrile-eau (2-8 en volumes ; 
pH = 6,8) et solvant B : 0,01M NaH 2 P(>4, 1M NaCl dans le melange acetonitrile-eau 
(2-8 en volumes ; pH = 6,8) ; gradient lineaire de 0 a 100 % en B ; dibit : 
1 cm3/minute. 

15 

Exemple 6: P reparation de d5'(CACCGACGGCGC)p(CH 2 )30H 
6. 1 ) Dimethoxytrityl-1 ,3-propanediol 

0,725 ml (10 mmoles) de 1,3-propanediol one ete dissous dans 20 ml de 
pyridine anhydre, et 4,07 g (12 mmol) de chlorure de dimethoxytrityl ont ete ajoutes. 
20 Le melange est agite 2h a temperature ambiante, apres quoi, le TLC (CH2C12-MeOH 
99:1) temoigne que la reaction est pratiquement complete. La reaction est alors 
stopee par addition d'un exces de MeOH puis, apres 10 min, le melange est concentre. 
Le concentrat est partitionne entre la phase CH2C12 et une solution aqueuse a 5% 
NaHC03 (2x), puis la phase organique est sechee sur Na2S04. La purification sur gel 
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de silice conduit a l,7g (4,47 mmol) du produit attendu, Rf = 0,44 (Alugram Sil 
G/UV254, Macherey Nagel, CH2C12-MeOH 99: 1). 

6.2) Dimethoxytrity lO-succinyl- 1 ,3-propanedioI 

A l,62g du produit obtenu ci-dessus dissous dans 20 ml de pyridine anhydre 
5 ont ete ajoutes lg (10 mmol) d'anhydride succinique et l,22g (100 mmol) de 
dimethylamino pyridine. Le melange est agite 16h a temperature ambiante, puis un 
exces d'eau a ete ajoute pour stoper la reaction. Le melange a ete concentre et 
partitionne entre une phase acetate d'ethyl froid et une solution d'acide citrique firoid a 
10%. La phase organique a et6 lavee une fois de plus avec la solution d'acide citrique 
10 froid puis avec de 1'eau salee. La phase organique est sechee sur Na2S04 puis purifiee 
sur gel de silice sur un gradient de MeOH (0 a 5%) dans CH2C12 contenant 0,25% de 
triethylamine, conduisant a l,3g du produit attendu. Rf = 0,48 (Alugram Sil 
G/UV254, Macherey Nagel, CH2C12-MeOH 95:5). 

6.3) En operant comme dans l'exemple 3 on a obtenu le decanucleotide AS4- 
15 3'-m3OH(SEQIDn o 10). 

Exemple 7 : P reparation de d5XCACCGCCGGCGC)p(CH2)30H 

En operant comme dans l'exemple 6 on a obtenu le dodecanucleotide (SEQ 
ID n° 15). La sequence SEQ ID n° 15 est complementaire de l'ARNm ras normal. 
gxeqip|e 8 ; Encapsulation deg an^?ens 
20 8.1. Les antisens adsorbes sur les nanoparticules peuvent etre prepares de la 

maniere suivante : 

- On prepare une suspension nanoparticulaire par addition, sous agitation 
magnetique, del 00 ji litre d'isobutylcyanoacrylate ou d'isohexylcyanoacrylate a un 
milieu de polymerisation compose rfacide chlorhydrique (1 mM, pH « 3 ou 10 mM, 

25 pH = 2) et de 1 g/100 cm3 de dextran. La polymerisation des monomeres 
cyanoacryliques s'eflfectue spontan^ment a une temperature voisine de 20°C. La 
polymerisation est totale apres 2 heures en utilisant Tisobutylcyanoacrylate et apres 6 
heures en utilisant Tisohexylcyanoacrylate. Apres neutralisation, 0,4 g/100 cm3 de 
poloxamer 188 est ajoute pour stabiliser les nanoparticules. 

30 - Les nanoparticules ainsi obtenues a une concentration de 0,5 mg/cm3 sont 

incubees avec 128 jiM d'antisens modifie selon rinvention, 500 pM de cation 
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hydrophobe (par exemple le CTAB), dans un tampon Tris-HCl (10 mM, pH = 7) sans 
chlorure de sodium. Apres 12 heures d'incubation, les nanoparticules peuvent etre 
separees de la suspension ou bien la suspension peut etre utilisee, apres dilution, pour 
tester l'efficacite de I'antisens adsorbe sur les cellules appropriees. 
5 Generalement, on ajoute quelques pi de la suspension diluee (environ 100 

fois dans I'eau distillee) a 100 pi du milieu de culture contenant les cellules, le nombre 
de pi ajoutes etant calcule pour obtenir la concentration souhaitee en antisens. 

8.2. Les antisens adsorbes sur les nanoparticules peuvent aussi etre prepares- 

de la maniere suivante : 

10 On met en suspension 10 mg/cm3 d"un copolymere d'acide lactique-acide 

glycolique contenant 75 % d-unites lactiques D et L et 25 % d'unites glycoliques dans 
un milieu contenant 10 mM de TRIS-HC1 a pH = 7 et 0,5 % de lecithine. Les 
nanoparticules sont incubees avec 2 pM d'antisens, 1,6 mM de bromure de 
cetyltrimethylammonium. Apres 12 heures d'incubation, les nanoparticules peuvent 

1 5 etre separees de la suspension. 

Le taux d'adsorption de I'antisens aux nanoparticules est de 82 %. 

Ejcejnpjg 9 Inhibition He la croissant des cellules HBLlOOrasl 

Cet exemple demontre les proprietes d*inhibition tout i fait remarquables des 

20 antisens selon 1'invention. 

Les ceflules HBLlOOrasl ont ete ensemencees dans des plaques de 96 puits a 
une concentration de 4.10 3 ceUules par puits dans 50 pi de milieu supplemente de 7% 
de serum de veau fetal inactive a la chaleur, d'antibiotiques et de glutamine. Lorsque 
les ceUules adherent au puits de culture (generalement au bout de 2 a 3 jours), les 

25 antisens sont ajoutes, dans chaque puits, a deux fois la concentration finale dans 50 pi 
de milieu de culture, resultant dans un volume final de 100 pi par puits. Apres 72 
heures d'incubation a 37°C dans une atmosphere humidifiee contenant 5% de C02, les 
cellules ont ete comptees au moyen d'un hemocytometre. La viabilite ceUulaire, 
examinee au meme moment par coloration au bleu trypan, est superieure a 95% pour 

30 les cellules traitees et non traitees. 
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Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 2 suivant lis sont 
exprimes sous forme de pourcentage de proliferation des cellules par rapport aux 
cellules non traitees, selon la formule suivante : 100 x (Nn-NO) / (Nn-N), dans 
laquelle NO est le nombre de cellules presentes au depart, Nn est le nombre de cellules 
5 non traitees apres n jours de croissance, et N est le nombre de cellules traitees apres n 
jours. 



TABLEAU? 



Produit 


Cellules HBL 100-rasl 


Cellules HBL 100 


Concentration 
|iM 


% 

proliferation 


Concentration 
uM 


% 

proliferation 


AS4(SEQ 10) 


10 


26 


10 


89 


AS-GLY(SEQ15) 


20 


86 


20 


95 


AS2(SEQ1) 


10 


94 


10 


100 


AS2 adsorbe 


0,1 


45 


0,1 


75 




0,2 


22 


0,2 


75 


AS2-3'-m 12 OH 


2 ! 


92 






(Exemple 3) 










AS2-3'-m 12 OH 










adsorbe 


0,05 


32 






AS4-3'-m 3 OH 


0.025 


2 


0.025 


100 


(Exemple 6) 


0.05 


16 


0.05 


100 




0.005 


40 


0.005 


100 


AS-GLY-3'-m 3 OH 










(Exemple 7) 


0.05 


100 








0.005 


100 


0.005 


80 




0.5 


97 


0.5 


61 


m3 : ^CH 2 ) 3 - 
m 12 : -(CH 2 )i2 


m 
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Les resultats obtenus montrent que : 

- l'antisens (AS4-3'm30H) modifie selon l'invention induit une inhibition de la 
proliferation des cellules HBLlOOrasl a des concentrations tres basses. Ces 

5 concentrations sont environ 100 fois plus faibles que celles auxquelles l'antisens non 
modifie est actif. 

- les antisens de l'invention sont specifiques des cellules contenant ras mute puisque 
aucun effet rfest observe sur les cellules HBLlOOneo. De meme, l'antisens dirige, 
contre le gene normal (AS-Gly) n'a pas d'eflFet sur la proliferation des cellules 

10 HBLlOOrasl. 

Ces resultats montrent done que les composition de 1'invention presentent 
une selectivite et une activite tres importantes. L'effet maximum pour une seule 
injection d'antisens a ete observe trois jours apres ajout de l'antisens a la culture. 

Des resultats complementaires ont ete obtenus avec une autre serie d'antisens 
15 (voir tableau 3). Les resultats representent rinhibition de la proliferation des cellules 
HBLlOOrasl cultivees en presence de l'antisens indique pendant 24h. Les 
concentrations requises pour inbiber 50% de la proliferation cellulaire sont donnees 
dans le tableau 3. 

Ces resultats confirment la selectivite et l'activite tres importantes des 
20 antisens de l'invention. Des effets particulierement prononcee sont obtenus avec le 
2,2-dimethyl-l,3 propanediol et avec l'acridine-dodecanediol (Acr5'-AS4-3'ml20H) 

Exemple 12 : Etude d'affinite 

Cet exemple montre que les antisens selon l'invention possedent des aflBnites 

25 particulierement elevees pour la sequence cible ras substrat. Pour cela, les antisens de 
l'invention AS4 (SEQ ID n° 10) modifies a leur extremite 3' par differents 
groupements ont ete utilises, dont l'antisens Acr5'-AS4-3'ml20H. Ces antisens ont 
ete mis en presence d'une sequence cible ribonucleique, radiomarquee, d'une longueur- 
de 27 nucleotides. Les analyses en retard sur gel permettent de determiner les 

30 concentrations requises pour fixer 50% du substrat. Les resultats obtenus sont 
presentes dans le tableau 4. 
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Tableau 3 



Name X Formula 5o%<vM>HBLiooraa 

cells Growth 
inhibition 



R5 




_ 


15 




1,3 Propanediol 


-0-(CH2)3-OH 


0,042 


A f ^ 4t A. UmCUICUX wX 


OH 

1 


2,5 


z , ^ —jjimG unyi — l # J 
Propanediol 


CH3 

1 

1 

-O-CH2-C-CH2-OH 
1 

CH3 


0,06 


Amino-Propanediol 


H 
1 

-O-CH2-C-CH2-NH2 
1 

OH 


0 , 150 


Hexanediol 


-0-(CH2)6-OH 


0,5 


Decanediol 


-0- (CH2) 10-OH 


0,25 


Dodecanediol 


-0-(CH2)12-OH 


0,06 


Acridine- 
Dodecanediol 


Acridine , - (CH2) 12 -OH 


0,04 


Diethylenglycol 


-0- (CH2) 2-0- (CH2) 2OH 


0,06 


Glycerol 


-O-CH2-CHOH-CH2OH 


0,04 
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Tableau 4 



Formula 50% (uM) 

Binding 



R5 






0,19 









5 Prnnanodiol 


-0- (CH2) 3-OH 


0,15 






OH 
1 

-0- (CH2) -CH-CH3 






1,2 Propanediol 


0 2 




2,2-Dimethyl-l,3- 
Propanediol 


CHs 

l 

1 

-O-CH2-C-CH2-OH 
1 

CH3 


0,19 






H 






Ami no - Pr opanedi ol 


1 

-O-CH2-C-CH2-NH2 

1 

OH 


0,75 




Hexanediol 


-0- (CH2) 5-OH 


0,3 




Decanediol 


-0- (CH2) 10-OH 


0,6 




Dodecanediol 


-0-(CH2)12-OH 


2,0 




Acridine- 
Dodecanediol 


Acridine , - (CH2) 12-OH 


0,7 
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REVENDICATIONS 
1 - Acide nucleique antisens simple-brin complementaire d'une region d'un 
ARNm d'un oncogene ras humain portant une mutation ponctuelle, caracterise en ce 
qu'il comprend 8 a 20 nucleotides et un groupement de formule -(CHR) n -OH en 3* 
5 et/ou en 5', dans laquelle n represente un nombre entier compris entre 1 et 20 inclus, 
et R represente un atome d'hydrogene ou un groupe OH, R pouvant varier d'un 
groupement (CHR) a un autre. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1 caracterise en ce que n represente * 
un nombre entier compris entre 3 et 12 inclus. 
10 3. Adde nucleique selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que le 

groupement de formule -(CHR)n-OH est choisi parmi le dodecanediol, le propanediol, 
le dimethyl propanediol et le glycerol. 

4 - Acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il 
comprend de 10 a 13 nucleotides. 
IS 5 - Acide nucleique selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il comprend 

12 nucleotides. 

6. Acide nucleique selon Tune des revendications 1 i 5 caracterise en ce que 
la mutation ponctuelle est localisee au centre de la region complementaire. 

7. Acide nucl&que selon rune des revendications 1 a 6 caracterise en ce qu'il 
20 est choisi parmi AS2-3 , ml20H; 5'ml20H-AS2; AS2-3'm30H; 5 , m30H-AS2; 

5 1 ml20H-AS2-3'ml20H, AS4-3'ml20H; 5»ml20H-AS4; AS4-3'm30H; 5'm30H- 
AS4 et 5'ml20H-AS4-3'ml20H, AS2-3 'Glycerol ; AS4-3' Glycerol. 

8. Acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en ce qu'il 
comporte une modification chimique supplemental. 

25 9. Acide nucleique selon la revendication 8 caracterise en ce qu'il comporte 

un ou plusieurs agents intercalants, tel racridine. 

10. Acide nucleique selon la revendication 8 caracterise en ce qu'il s'agit 
1'antisens de 1'antisens Acr5-AS4-3'ml20H 

11. Acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 10 caracterise en ce 
30 qu'il est encapsule, inclus ou adsorbe dans une nanopanicule. 
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12 - Acide nucleique selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'il est 
prealablernent associe a des composes hydrophobes catiohiques. 

13 - Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend un ou 
plusieurs acides nucleiques selon Tune des revendications 1 a 12 en association avec 

5 un ou plusieurs diluants ou adjuvants pharmaceutiquement acceptables. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 destinee a une 
administration intratumorale. 
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5 guggugggcgccgUcggugugggcaagag 3 



3* 



f— CGGCAGCCACAC | 
GCGGCAGCCACAC 
CGCGGCAGCCACAC 
CCGCGGCAGCCACAC 
L CCGCGGCAGCCACACC - 



5' 



Figure 1A 
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5" 



+30 



+40 



GUGGUGGGCGCC 



3UCGGUGUGGGCAAGA 

AGCCACACCCGT 
CAGCCACACCCG 
GdCAGCCACACC 
CGGCAGCCACAC 
CGCGCCAGCCAC 
CCCGCGCCAGCC 
CACCCGCGGCAG 
3' CCAC:CGCGGCA 5' 



+50 

b 



3' 



R1 

R2 
R3 
R4 
R5 
R6 
R7 

R8 



Figure 1C 
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